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NOUVEAUX INHIBITEURS DE GLYCOSIDASES ET LEURS 
APPLICATIONS PHARMACOLOGIQUES, NOTAMMENT POUR 
TRATTER LE DIABETE. 

L'invention a pour objet de nouveaux inhibiteurs de glycosidases et leurs 
applications pharmacologiques , notamment pour traiter le diabete. 

Parmi les glycosyl hydrolases, certaines sont responsables de la degradation ou 
de la digestion des sucres. Certaines de ces enzymes, comme les a-amylases, sont trfcs 
importantes au plan biotechnologique (bio-industries des detergents, des derives et des 
transformations de l'amidon...), tnais aussi comme cibles de molecules d'interfit 
pharmacologique, par exemple pour le traitement du diabete. 

Plus precis&nenl, les amylases sont des enzymes hydrolytiques qui sont 
largement r6pandues dans la nature ; on les trouve notamment dans les animaux, les 
microbes, les plantes et les champignons. Ces enzymes sont impliquees dans la 
degradation en oligosaccharides de sucres, tels que l'amidon et le glycogene, par 
hydrolyse des liaisons a-1,4 interglycosidiques (pour les a-amylases). Les grains 
d'orge contiennent deux isoenzymes principals d'a-amylase, AMY1 et AMY2, qui 
sont toutes les deux impliqufes dans la degradation de l'amidon pour fournir de 
renergie au developpement de l'embryon de la plante. 

Par ailleurs, des etudes ont port6 sur la resolution des structures 3D de 
Tisoenzyme 2 (AMY2) des grains d'orge (Crystal and molecular structure of barley 
a-amylase, Kadziola et al., /, MoL Biol (1994) 239, 104-121 ; Molecular Structure 
of a barley a-amylase inhibitor complex : implications for starch binding and catalysis 
- Kadziola et al. J. MoL Biol. (1998) 278, 205-217). La fohction de ces isoenzymes 
est de catalyser la transformation de polysaccharides (amidon, sucres divers...) a 
divers stades de la germination, en vue de la production de sucres assimilables par la 
plante pour ses besoins physiologiques et 6nerg6tiques. Les recherches ont permis 
d'etablir l'architecture detailiee de ces proteines, ainsi que la topologie precise des 
sites actife oil se deroulent les reactions catalys6es par ces enzymes. Un des objectifc 
majeurs est de mieux comprendre les remarquables differences de proprietes physico- 
chimiques de ces deux isoenzymes, et cela malgre leur trfcs forte homologie de 
sequence (prfes de 80% d'identite). 
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Devant T irresistible ascension plan&aire du diab&e" (bient6t 300 millions de 
diab&iques, Le Monde, 19 avril 1999), il parait important et urgent de continner de 
(tevelopper les voies de recherches dans ce domaine. Parmi celles-ci, la 
caract6risation, la mise au point de nouveaux inhibiteurs d'int6r& thSrapeutique pour 
bloquer Taction de glycosidases, constituent l'une des approches importantes du 
probteme. 

Les inhibiteurs.de type acarbose (de nature polysaccharidique) ont fait leur 
preuve, notamment dans le traitement du diabfcte non-insulino dependant. Ds sont 
disponibles sur le marche, d&ormais dans beaucoup de pays. Comme tout 
medicament, ces moI6cules ne sont pas d£nu6es de tout effet secondaire, d'oil I p int6r£t 
d'explorer d'autres voies. 

Le r61e connu de la spermidine (et d'autres polyamines voisines) est son activity 
essentielle dans la proliferation, la croissance et la differentiation cellulaire. n est bien 
6tabli que les polyamines interagissent avec l'ADN. Certaines prolines, comme le 
rdcepteur de l'insuline, la prot6ine-kinase CK2, le recepteur N-methyl-D-asparate, 
possSdent un site specifique de reconnaissance de polyamine ayant probablement une 
fbnction de regulation. 

A ce jour, il n'existe que 2 exemples de complexes prot6me-spermidine pour 
lesquels les structures 3D ont 6t6 d£termin6es et les coordonn6es atomiques d6pos6es. 

II s'agit de : 

- une aminoglycoside 3-N-acetyltransferase de Serratia marcescens - dont la 
structure a 6te r6solue par diffraction de rayons X (d6pos6e dans la Protein DataBank 
sous le code 1B04). (Wolf, E.et al., Crystal Structure ,of a Gcn5-Related. N- 
acetyltransferase : Serratia marcescens aminoglycoside 3-N-acetyltransferase. Cell 
(1998), (94)4, 439^49) ; 

- une spermidine / putrescine - dont la structure a 6t£ r6solue par diffraction de 
rayons X (d6pos6e dans la Protein DataBank sous le code 1POT et 1POY) (Sugiyama 
S et al. The 1.8-A X-ray structure of the Escherichia coli PotD protein complexed 
with spermidine and the mechanism of polyamine binding. Protein Sci. (1996), 5(10), 
1984-1990 ; Sugiyama S et al., Crystal structure of PotD, the primary receptor of the 
polyamine transport system in Escherichia coli. J. Biol. Chem. (1996), 271(16), 
9519-9525). 
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L'un des aspects de I'invention est de proposer une nouvelle classe d'inhibiteurs 
de glycosidases, et notamment d'oc-amylases d6pourvus des effets secondaires des 
inhibiteurs connus k ce jour, et non toxiques. 

Un autre aspect de T invention est de proposer de nouveaux inhibiteurs de 
glycosidases dont le coftt de production est inf&ieur k celui requis pour preparer les 
inhibiteurs connus k ce jour. 

Ces difterents aspects sont atteints par Tinvention, qui dans sa g6n6ralit6 
concerne l'utilisation d'une molecule de type polyamine, d'un d6riv6 de polyamine ou 
d'une polyamine pour inhiber le site actif des glycosidases intervenant dans la 
transformation de polysaccharides en sucres, notamment en glucose, dans un 
organisme vivant. 

Par n mol6cule de type polyamine", on d6signe toute molecule appartenant k la 
super-fomille chimique des polyamines, qui sont des molficules contenant au moins 
deux functions amines. 

Par "d6riv6 de polyamine", on d&igne toute molecule appartenant k la super- 
famille chimique des polyamines, mais contenant des modifications chimiques et/ou 
des fonctions chimiques greffees n'appartenant pas k la super-famille chimique des 
polyamines. 

L'invention concerne 6galement l'utilisation d'une molecule de type polyamine, 
d'un d6rive de polyamine ou d'une polyamine pour inhiber in vitro le site actif des 
glycosidases intervenant dans la transformation de polysaccharides en sucres, 
notamment en glucose, dans un organisme vivant. 

L'invention concerne la mise en Evidence d'une nouyelle classe d'inhibiteurs 
d'a-glycosidase, de type polyamine, done de nature chimique radicalement diffcrente 
des inhibiteurs utilises actuellement en pharmacologie pour le traitement du diabfcte et 
6galement intfiressants pour le traitement d'autres dfisordres m6taboliques, coxnme 
Tob6sit6. Le representant de cette nouvelle classe d'agents est une polyamine 
naturelle, la spermidine : NH 2 -<CH 2 ) 4 -NH-(CH 2 )3-NH 2 . 

On a en effet trouv6 de fapon inattendue que les polyamines possfcdent une 
activit6 d'inhibition sur les glycosidases, en raison de leur affinite vis k vis de la cible 
enzymatique que constituent les glycosidases, notamment les a-amylases. 
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On a en effet montre l'existence d'une interaction sp6cifique entre une 
polyamine de type spermidine et une glycosidase, par exemple l'isoenzyme 1 de Ta- 
amylase d'orge (AMY 1). 

II a m&ne 6t6 observe dans le cadre de 1'invention qu'en presence des deux 
types d'inhibiteurs (spermidine et acarbose), I'inhibiteur de type polyamine est 
reconnu de manifcre pref6rentielle par la cible enzymatique, d6montrant qu'il possMe 
une affinity significativement superieure pour i' enzyme par rapport aux inhibiteurs de 
type acarbose (de nature polysaccharidique) actuellement sur le march6. 

Par organisme vivant on designe aussi bien l'homme, que les animaux ou les 
v6g6taux. 

L'activite d'inhibition mentionn6e ci-dessus s'exerce aussi bien in vitro qu'in 
vivo, et met en jeu une enzyme de type a-amylase, done appartenant k la famille des 
ct-glycosidases presentes et op&ationnelles dans tous les organismes vivants. 

Cest la raison pour laquelle 1'invention concerne l'utilisation d'un derive de 
polyamine ou d'une polyamine pour la preparation d'un medicament destine au 
diagnostic, k la prevention ou au traitement de pathologies impliquant des desordres 
m6taboliques lies aux glycosidases, et plus particulifcrement une deregulation de 
1'absorption intestinale de glucose, telles que le diabfete non-insulino dependant, 
l'obesite, Thyperglycemie, ou l'hyperlqridemie. 

L' utilisation de molecules de type polyamine pour inhiber les a glycosidases de 
fefon competitive par rapport k des substrats naturels presents chez le patients k 
traiter, en ralentissant 1'absorption des sucres, est un nouveau concept th6rapeutique 
selon rinvention. 

Selon un mode de realisation avantageux, rinvention concerne l'utilisation de 
polyamines, lesquelles comprennent an moins 2 charges positives, notamment au 
moins 3 fonctions amines, et le cas 6ch6ant au moins 1 fonction osidique (ou 
saccharidique) lineaire ou ramifiee, lesdites charges positives, notamment lesdites 
fonctions amines 6tant espac6es par des chaines carbonees dont la longueur est 
d'environ 2 atomes de carbone k environ 8 atomes de carbone, notamment d'environ 
3 atomes de carbone k environ 5 atomes de carbone. 

Pour fixer les id6es, la distance entre deux charges positives adjacentes, 
notamment entre deux fonctions amines, est d f environ 4 A k environ 7 A. 
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En effet, en ce qui concerne la spermidine (voir Figure 1), on peut noter que la 
distance entre le charges positives portSes par deux fonctions amine adjacentes le long 
de la chaine est d'environ 5 A pour N6-N10 et d'environ 6,5 A pour N1-N6. 

L'ensemble forme avantageusement une chaine lin6aire ou ramififie de 7 a 19 
atomes de carbone, et de pr6f6rence de 9 k 15 atomes de carbone. 

L 1 invention concerne 6galement un complexe entre une poly amine et une 
enzyme glycosidase, notamment glycosyl hydrolase et plus particulferement <x- 
amylase, pr&ente dans tous les organismes vivants et responsable des r6actions de 
transformation et d'hydrolyse d'oligosaccharides et de polysaccharides en molecules 
osidiques plus simples comme le maltose et le glucose, dans lequel la polyamine est 
fix6e au niveau du site actif de Tenzyme, notamment par des liaisons hydrogfcne 
mettant en jeu les charges positives de la polyamine, correspondant k ses fonctions 
amines, et les fonctions carboxyliques de chaines laterales d ! acides aminfis de la 
susdite enzyme, le nombre de liaisons hydrogfcne 6tant avantageusement d'au moins 4. 

Selon un mode de realisation avantageux, Tinvention concerne un complexe 
cristallin entre une polyamine et une enzyme glycosidase. 

Par "site actif de Tenzyme", on d£signe la region spficifique de Tenzyme 
impliqude dans la fixation d'une unite de type glucose appartenant k Toligosaccharide 
ou polysaccharide fixe par Tenzyme. Par exemple, un tetrasaccharide se liant k 
Ten^rne dans le site actif occupera quatre sous-sites. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans le complexe de Tinvention, au 
moins deux des sous-sites du site actif de Tenzyme sont impliquds dans la liaison avec 
la susdite polyamine. 

Par "sous-site du site actif de Tenzyme", on d£signe un d6coupage du site actif 
de Tenzyme correspondant dans des conditions physiologiques k la fixation d'une 
seule unite osidique d'un polysaccharide. 

Selon un autre mode de realisation, lorsque dans le complexe de Tinvention, 
Tenzyme glycosidase est Ta-amylase, notamment Ta-amylase d'orge (AMY 1), les 
quatre acides amines suivants de Tenzyme : Glu (205), Trp (207), Asn (209), Asp 
(180) sont impliqugs dans la liaison avec la polyamine. 

Le complexe de Tinvention, notamment entre Ta-amylase et la spermidine, peut 
6tre caracteris6 par Tune au moins des interactions suivantes et notamment par 
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l'ensemble des interactions suivantes, qui sont des liaisons de type hydrogdne et qui 
peuvent 6tre d6finies comme indiqu£ ci-aprfes : 



Atomes de la Spermidine : R6sidus d'AMYl ou eau : Distance (A) : 

Num6ro de l'atome d ! azote 



Nl 


W207Nsl 


3.7 


Nl 


N209 081 


3.4 


Nl 


Wat 1250 


3.1 


N6 


E205 Os2 


3.7 


N10 


D180O61 


2.7 


N10 


D180 052 


3.7 


N10 


Wat 1087 


2.8 


N10 


Wat 1102 


2.9 


N10 


Wat 1259 


2.8 



Dans la colonne rfesidu d'AMY 1 ou eau, on a indique la position de 1'acide amin6 
(code k 1 lettre) dans Tenzyme, ainsi que la position de l'atome d'azote ou d'oxygfene 
dans la chaine lat6rale de Tacide amin6. 

"Wat" est une abreviation correspondant a une molecule d'eau, dans Tenvironnement 
de Tenzyme, et est ref6renc6e par un num&o arbitraire (voir Figure 1). 

Le complexe de Tinvention, notamment entre l'a-amylase et la spermidine peur 
fetre caracteris6 par les interactions supplementaires suivantes : 



Interactions supplementaires (de deuxieme niveau) : 


Distances (A) : 


Wat 1250 < = > W207 Nel 


3.6 


Wat 1250 < = > Wat 1637 


3.2 


Wat 1087 < = > D180O81 


3.8 


Wat 1087 < = > D180 082 


3.3 


Wat 1087 < = > Y52 0 


3.7 


Wat 1087 < = > H93Ns2 


3.7 


Wat 1102 < = > D291 081 


3.5 


Wat 1102 < = > D291082 


3.8 


Wat 1102 < = > H290 Ns2 


3.5 


Wat 1102 < = > Wat 1259 


2.4 


Wat 1259 < = > D180 081 


3.2 


Wat 1259 < = > D291 081 


3.8 


Wat 1259 < = > D291082 


2.8 


Wat 1259 < = > H290 Ns2 


3.1 


Wat 1259 < = > R178 Nt£ 


3.3 
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Par interaction de deuxteme niveau, on d&igne par exemple des interactions 
plus foibles que les liaisons hydrogfcne, par exemple les interactions de Van der Waals 
ainsi que les liaisons hydrogfene ne participant pas directement k des interactions avec 
la polyamine. 

Selon un autre mode de realisation, dans le complexe de l'invention, la 
polyamine est une chaine d'environ 6 k environ 20 atomes, notamment comportant 
d'environ 6 k 15, et avantageusement d'environ 6 i 10 atomes d' azote, 
avantageusement deux fonctions amines primaires, respectivement k chacune des 
extr6mit& de la polyamine, Tune au moins des fonctions amines 6tant 6ventuellement 
substitute par un substituant choisi parmi, les polysaccharides lin&iires ou cycliques 
possddant, d'environ 1 a environ 6 unites osidiques avantageusement le glucose, le 
maltose, ou la cyclodextrine, et l'un au moins des atomes d' azote k I'interieur de la 
chaine £tant tventuellement substitut par un substituant choisi parmi les 
oligosaccharides, lineaires ou cycliques, de 1 k 6, notamment 1 k 3 unit6s osidiques, 
notamment le glucose, le maltose ou la cyclodextrine. 

Sur la base de ce complexe et des interactions entre le ligand polyamine et la 
cible enzymatique, on pent proposer d'autres modules de complexation, par exemple 
avec des polyamines de longueur variant entre 6 et 20 atomes, comportant au total au 
moins trois fonctions amines, donl une k chaque extr&nitS. L'lme des amines 
terminates (ou ceUe k l'inttrieur de la chaine) peut fetre substitute par un substituant 
choisi parmi des oligo- ou polysaccharides lin&ures ou cycliques, comportant 1 k 
environ 6 unites osidiques, et ftant avantageusement le glucose, le maltose ou la 
cyclodextrine. 

Dans le complexe de l'invention, l'enzyme est l'a-amylase et la polyamine est 
choisie parmi la spermidine et ses d6riv6s et rtpondant k Tune des fonnules generates 
suivantes : 
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X = CH 2> CO 

Rl = H, ( CHR 3 )y-[NH- ( CHR 3 ^MH^ 

R 2 =( CHR 3 )y-[NH- ( CHR 3 )J r NHR4 

R 3 =H, alkyl, aryl^Bcenyl, (D-carboxyaHcyl 

R4 =H,aJkyl, acyl 

y,z = 3,4 

1=1,2,3 

m,n =0-8 



ou rfipondant, de manifere avantageuse, h cette formule g6n6rale : 

dans laquelle m et n sont compris entre 2 et 8, et dans laquelle le groupe R est 
soit H, soit un groupe glucose, soit un groupe maltooligosaccharide , soit un 
groupement aryl comprenant avantageusement 6 atomes de carbone soit un 
groupement alkyl comprenant avantageusement 6 atomes de carbone, 
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ou avantageusement aux formules suivantes : 

NH2 (CEjJaNH (CEQjNB^ 

NH 2 (CH^ NH (01^4 NH 2 

NHj (CEy 4 NCCHj) (CH^ NH 2 

NH 2 (CHj), NH CHj CHCCH^ OIz NH 2 

NH^CH^NH (CIl^ CH(CHj) NH2 

NH 2 (CH^j CR(CBJ NH (Oy 3 NH 2 



BocHN 



BocHN 



BocHN 



NHBoc 




NHBoc 



NHBoc 



C0 2 H 
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Bn = benzyle 

Boc = butyloxycarbonyl, 

la longueur des chaines alkyle entire les atomes d' azote pouvant varier d' environ 
2 a environ 8 carbones, et notamment d'environ 3 a environ 5 carbones, les chaines 
alkyle pouvant 6galement etre substituees par des groupements chimiques comprenant 
pr6ferentiellement une fbnction aminee ou derivee, les chaines alkyle pouvant 
6galement comporter des atomes d' azote autres que ceux representes sur les formules 
ci-dessus. 

Le complexe selon 1' invention peut etre caracterise par les caracteristiques 
cristallograpniques suivantes : 

- parametres cristallins de la maille elementaire : a = 42,6 A 

b = 80,6A 
c = 137,0 A 
a = p = y= 90,0° 

- - systeme cristallin orthorhombique 

- groupe d'espace P2 1 2 1 2i 

- nombre de molecules d' enzyme par maille cristalline de la maille 
dlementaire = 4 

L' invention concerne egalement les nouvelles polyamines, susceptibles d'entrer 
dans la constitution du complexe d6fini ci-dessus et notamment constitoee par une 
cnaine d'environ 6 a environ 20 atomes, notamment comportant d'environ 6 a environ 
15, et avantageusement d'environ 6 a environ 10 atomes djazote, avantageusement 
deux fonctions amines primaires, respectivement a chacune des extremites de la 
polyamine, l'une an moins des fonctions amines etant eventuellement substituee par 
un substituant choisi parmi, les polysaccharides lineaires ou cycUques possedant 
d'environ 1 a environ 6 unites osidiques avantageusement le glucose, le maltose , ou 
la cyclodextrine et l'un an moins des atomes d'azote a l'interieur de la cnaine etant 
6ventuellement substitu6 par un substituant choisi parmi les oligosaccharides lineaires 
ou cycliques de 1 a 6 unites, notamment de 1 a 3 unites osidiques, notamment le 
glucose, le maltose ou la cyclodextrine 

- sous reserve que la polyamine soit differente des produits suivants : 
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— Ja spermidine 

— la spertoine 



BocHN 



L 'invention concerne done egalement les nouvelles polyamines definies ci- 
dessus, susceptibles d'interagir avec le site actif de l'enzyme cible, selon un mode 
d'interaction similaire a celui observe experimentalement dans l'6tat cristallin avec la 
spermidine en contact avec l'enzyme consideree. 

L' invention concerne notamment les derives de polyamines de formule generate 
suivante : 
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X = CH 2 ,CO 

Rl = H, (CEnL 3 ) / -lNH-(CHR3)J r .NHR4 

R 2 =i CHR3 VINH- ( CHR 3 ) J r NHR4 

R3 =H, alkyl, aryiaDoenyl, cn-carboxyalkyl 

R4 =H,alkyl ) acyl 

y, z = 3,4 

1=1,2,3 

m,n =0-8 



ou repondant, de manure avantageuse, a cette formule generate : 
NH 2 -(CH 2 ) m -NH-(CH 2 ) n -NH-R 

dans laquelle m et n sont compris entre 2 et 8, et dans laquelle le groupe R est 
soit H, soit un groupe glucose, un groupe maltooHgosaccharide, soit un groupement 
aryl comprenant avantageusement 6 atomes de carbone, soit un groupement alkyl 
comprenant avantageusement 6 atomes de carbone, 

ou a Tune des tommies suivantes : 
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Bn = benzyle 
20 Boc = butyloxycaxbonyl, 

la longueur des chaines alkyle entre les atomes d'azote pouvant varier de 
environ 2 k environ 8 atomes de carbone, notamment de environ 3 k environ 5 atomes 
de carbone, les chaines alkyle pouvant 6galement etre substitutes par des groupements 
chimiques comprenant pr6ferentiellement une fonction aminfe ou d6riv6e, les chaines 
25 alkyle pouvant 6galemenl comporter des atomes d' azote autres que ceux repr6senl6s 
sur les fonnules ci-dessus. 

Les polyamines de r invention dont Tune des fonctions amine est substitute par 
une ou plusieurs unites osidiques, et d6sign6es par glycoconjugu6s peuvent Stre 
synth6tis6es par des methodes classiques en glycochimie (oxydation, amination 
30 reductive,, couplage peptidique. . . .)- 

Dans la formule de glycoconjugu6s de l f invention, 
- lorsque X=CH2, le greflage se fait par amination r6ductrice catalysfie par le 
cyanoborohydrure de sodium entre les polyamines convenablement proteges et les 
oligosaccharides ayant une fonction ald&ydique en position 1 ou 6 et, 
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- lorsque X=CO, le greffage se fait par couplage peptidique entre les polyamines 
convenablement protegees et les oligosaccharides ayant une fonction acide en position 
1 ou 6. 

La synthase de ces derives de polyamine pennet de concevoir des inhibiteurs 
5 tr£s sp6cifiques, cibl6s vers nne enzyme particulfere, en roccurrence celles de la 
femille des glycosidases impliquees dans les reactions aboutissant k la degradation des 
sucres en molecules plus singles, jusqu'au glucose. 



10 DESCRIPTION DES FIGURES 

La Figure 1 represente d*une part, la num6rotation des atomes de la molecule de 
spermidine, et d'autre part le schema des interactions entre les r6sidus AMY 1 et la 
molecule de spermidine dans le complexe AMY 1 / spermidine, de l'invention. 

15 La Figure 2 represente la fonction densite 61ectronique (d6termin6e k une 

resolution de 2.44 A) du cristal du complexe AMY1 / spermidine dans la region du site 
actif. Le volume allonge de density electronique correspond i la fixation d'une molecule 
de spermidine (^-(CH 2 ) 3 -NH-(CH 2 ) 4 -NH 2 ,) dans la region active de l'enzyme. 

La Figure 3 represente les interactions de la molecule de spermidine avec le site 

20 actif de l'a-amylase. L'affinite de la polyamine pour l'enzyme est largement due aux 
interactions par liaisons hydrog&ae avec les trois atomes d'azote. 

La Figure 4 represente la superposition du complexe experimental : AMY1 / 
spermidine (module «b&on» clair) et du moddle g6a6r6 par Iqs calculs de modeiisation 
et dynamique moleculaires pour l'a-amylase de pancreas de pore / spermidine (module 

25 «bSton» fonc6). Pour simplifies le schema, les molecules d'eau ne sont pas representees. 
Seuls les r6sidus interagissant avec la spermidine sont repr£sentes. Les azotes de la 
spermidine (molecule lin6aire an centre) sont montr6s par des boules (Nl, N6 et N10). 
Les r6sidus numerates en italique appartieiment £ AMY1 . 

La Figure 5 represente la superposition du complexe experimental : AMY1 / 

30 spermidine (module «baton» clair) et du module gen6r6 par les calculs de modeiisation 
et dynamique moleculaires pour Ta-amylase salivaire humaine / spermidine (module 
«baton» fonc6). Pour simplifier le schema, les molecules d'eau ne sont pas representees. 
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Seuls les residus interagissant avec la spermidine sont repr6sent6s. Les azotes de la 
spermidine (mol6cule lin6aire au centre) sont montr6s par des boules (Nl, N6 et N10). 
Les r6sidus numerot6s en italique appartiennent k AMY1 . 

La Figure 6 repr6sente la superposition du complexe exp&rimental : AMY1 / 
spermidine (module «baton» clair) et du modfele gen6r£ par les calculs de modSlisation 
et dynamique molteulaires pour Pa-amylase de pancreas humain / spermidine (module 
«baton» fonc6). Pour simplifier le sch&na, les mol6cules d'eau ne sont pas representees. 
Seuls les residus interagissant avec la spermidine sont repr&entds. Les azotes de la 
spermidine (molecule lineaire au centre) sont montres par des boules (Nl, N6 et N10). 
Les r6sidus numerates en italique appartiennent a AMY1 . 

La Figure 7 repr6sente la superposition de 3 cycles du pseudo-t6trasaccharide 
inhibiteur acaibose (repr&ente par le- modMe <Mton» fonc6) et d'une motecule de 
spermidine (module «boule et b&tons» clair) dans leur configuration respective au sein 
du site actif d'une a-amylase d'orge. 

La Figure 8 repr6sente une formule plane des 3 cycles mentionn6s ci-dessus 
correspondant a une molecule d'acarbose apr£s coupure de la liaison a-1,4- 
interglycosidique aboutissant k la perte de FunitS glucose k V extr6mit6 r&Iuctrice. 



KEEM PJ U E S 

COMPLEXES ENTRE LA SPERMIDINE OU DES DERIVES DE SPERMIDINE 
ET L'a-AMYLASE : PREPARATION DES COMPLEXES ET ETUDE PAR 
CRISTALLOGRAPHIE AUX R.X. 

Conditions de cristallisation : 

Les 9 r&idus C-terminaux de l'isoenzyme 1 recombinant de Pa-amylase d'orge 
(AMY1) ont et£ coupes afin d'obtenir une extremity C-terminale de meme longueur que 
celle de Isoenzyme 2 (AMY2). La prot&ne a 6t6 ensuite surexprimee dans Pischia 
pastoris, purifi6e et concentrfe. 
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La preparation de proline utilis^e pour la cristallisation a une concentration de 
5.1 mg/ml et se trouve dans une solution de lOmM MES (2-[N]-Moipholino ethane 
sulfonic acid), lOOmM CaCl^ 0.02% NaN 3 , pH 6.7. 

Les cristaux ont 6t6 obtenus par cocristallisation gr§ce au principe de diffusion de 
vapeur en utilisant la technique de goutte suspendue. Pour ce foire, k 2 jxl de la solution 
de proteine d6crite pr6c6demment, ont et6 ajout6s 2.5 de polyethylene glycol 8000 k 
21% comme precipitant et 0.5 |d d'une solution de spermidine a 0.1M conune additif de 
cristallisation. Cette goutte a et6 equihbree k 19°C contre un reservoir contenant 500 jal 
de polyethylene glycol 8000 a 21%. 

Les cristaux ont 6t6 alors tremp6s pendant 20 heures dans une solution de 
polyethylene glycol 8000 k 21% contenant lOmM d'acarbose (un pseudo- 
tetrasaccharide). 

Collection des donn£es de diffraction : 

La collection des donnees de diffraction a 6t6 conduite grice k un g6nerateur de 
rayons X (radiation CuE^ - longueur d'onde 1.5418 A) k anode tournante (Nonius 581) 
operant k 40kV et 90 mA (soit 3.6kW) avec un monochromateur en graphite couple a un 
detecteur bidimensionnel de type Image Plate (MarResearch 345) de 34.5 cm de 
diametre. 

Un jeu de 180 cliches de diffraction (chacun correspondant k 1° d'oscillation du 
cristal) a 6t6 collecte k 15°C, le crista! etant monte en capillaire et positionne k 120 mm 
du detecteur, avec un temps d'exposition du cristal aux rayons X de 500s par cliche. La 
resolution la plus haute de ce jeu de donnees est de 2.44 A. 

Caract&risation dn cristal : 

L'integration de ce jeu de donnees par le logiciel DENZO integr6 dans le package 
marHKL (Otwinowski, 1993 et Minor, 1993) nous a permis de determiner les 
caracteristiques cristallographiques de base : paramfetres cristallins (a==42.6 A, b=80.6 A, 
c=137.0 A, a=p=7=90.0°), systfeme cristallin (orthorhombique). Nous avons ensuite 
determine le groupe d'espace comme etant un P2A2,. L'unite asymetrique est 
compos6e d'une molecule du complexe AMY1 / spermidine, ce qui correspond k un 
volume de solvant dans la maille de 53%. 
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Determination de la structure 3D du complexe AMY1 / spermidine : 

Les traitements ulterieurs des donntes ont 6t6 r6alis6s en utilisant les programmes 
de la suite CCP4 (CCP4, 1994). Ainsi, le logiciel Scala nous a pennis de montrer que 
161737 reflexions ont 6t6 enregistr6es, ceci correspondant k 17066 reflexions uniques 
avec un R^ global de 13.6% et une compl&ude de 90.8%. 

La m&hode du remplacement moteculaire a 6t6 utilis6e grace au logiciel AmoRe 
(Navaza, 1994) avec comme modfelo-guide la structure de Isoenzyme 2 de l'a-amylase 
d'orge (AMY2 - code d'accession PDB : 1AMY) (Kadziola et al., 1994 et Kadziola et 
al., 1998) du fiit de rimportante homologie de sequence (80%) entre ce modfele initial 
et notre proline d'intSret (AMY1). Des phases d'affinement par les techniques de 
dynamique mol6culaire (recuit simul6 - BrOnger et al, 1990) ont et6 r6alis6es par le 
logiciel CNS version 0.9a (BrOnger et al., 1998) en alternance avec des manipulations 
du module. Ces dernieres, comprenant Tinsertion des mol6cules suscitfes (eau, calcium, 
spermidine et acarviosine) et l'affinement manuel des positions des chaines lat&ales 
dans la density 61ecttonique, ont et6 r&dis&s avec le logiciel TURBO-FRODO (Roussel 
& CambiUau, 1991). Pour ce feire, des cartes de density electronique 2F 0 -F C et F Q -F C ont 
et6 calcul6es. 

Nous avons ainsi obtenu la structure du complexe AMY1 / spermidine final affin6 
contenant 3118 atomes non-hydrogfcne appartenant h la proteine elle-m§me (soit 405 
acides amin6s) et 153 molecules d'eau, 3 atomes de calcium, une molecule 
d'acarviosine (produit de degradation du pseudo-tetrasaccharide acarbose) et une 
molecule de spermidine. 

La structure consid&ee se caract&ise par un facteur R de 1 7,2% et un facteur R^ 
de 20,3% (ce dernier 6tant base sur 10% de donnees de diffiaction s61ectionn6es 
aleatoirement - BrOnger, 1992). Les statistiques complementaires concernant cette 
structure sont pr6sent6es dans le tableau ci-dessous. 

La st6r£ochimie du module final a 6te examinee avec le logiciel PROCHECK 
(Laskowski et al, 1993) et 85.6% des r&idus (non glycine ou proline) sont localis6s 
dans des r6gions les plus fevorables. Enfin, aucun r6sidu n'a 6te localis6 dans les regions 
non autorisees. 
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Statistiques et collection de donnees et d'affinement pour le complexe AMY! / 



spermidine : 



Resolution (A) 

Compietude des donn6es (%) 

Compietude des donnees dans la coquille de resolution 

Iaplus61ev6e(%) 

Coquille de resolution la plus 61ev6e (A) 
Nombre total de reflexions 
Nombre de reflexions uniques 
Facteur R^ global (%)(*) 
Redondance 



2.44 
90.8 

90.8 

2.44-2.50 

161737 

17066 

13.6 

4.1 



15 



Coefficient de correlation AmoRe (%) 
Facteur R AmoRe (%) 

Facteur R moyen (%) (**) 
Facteur R^ moyen (%) 



70.4 
35.0 

17.2 
20.3 



20 



Nombre total d'atomes (non hydrog^ne) 
Nombre de molecules d'eau 



3305 
153 



25 Intfcret des molecules de type glycopolyamine : 

L'une des propositions majeures resultant de I'analyse du complexe 
AMYl/spermidine, est de profiter de Texistence d'acides amin6s aromatiques dans Ie 
site actif des glycosidases pour concevoir des polyamines avec des greffes d'unites 
glucose, afin d'augmenter le pouvoir d'inhibition de la molecule derivee. En effet, il 
30 est 6tabli que les interactions hydrophobes entre les cycle sucre et les noyaux des 
acides amin6s aromatiques sout un element essentiel dans la reconnaissance proteine / 
carbohydrate. 

Cest pour cela que Ton a 6tudi6 les molecules de type glycopolyamine, qui 
int£grent des possibilit£s d'interactions vari6es avec les glycosidases, d'une part grfice 
35 aux charges positives (groupements NH) du squelette polyamine, d'autre part grace 
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aussi aux interactions entre les sucres greflSs avec des chaines lat&ales aromatiques 
du site actif. Par exemple, les molecules suivantes, qui sont des conjugu6s spermidine 
- maltooligosaccharides et dont les protocoles de synthese sont d6taill6s ci-aprfcs, 
repr6sentent de bons candidats, inhibiteurs des a-glycosidases : 




Synthases des conjugufe spermidine-maltooligosaccharides : 
1- Synthase des d6iiv£s spermidine proteges 

La spermidine 3 JV*,JV*-diprot6g6e est obtenue en trois etapes k partir de la 
putrescine monoprot6g6e 1. La premi&re Stape est une addition de type Michael de la 
putrescine sur racrylonitrile g6n6rant ainsi le nitrile correspondant. La fonction amine 
secondaire du d£nv6 2 est ensuite prot6g6e par un groupement ferf-butyloxycarbonyle. 
Enfin, Hiydrogfioation du groupement nitrile en presence de Nickel de Raney dans une 
solution d'ammoniac ethanolique conduit k la spermidine 3 diprot6gfe (Humora et aL, 
1979). 
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BocHN 



40% 



BocHN N ^ Xx ^ N /s x/ CN 



CH 2 Cl2 
100% 



Ha/NlRaney 
EtOH/NHa ^ 



90% 



H 

Boc 



S NH 2 



La spermidine 4 A^iV*-diprot6g6e est obtenue en trois 6tapes & partir de la 
putrescine. La premiere 6tape est une alkylation par le 4-chloro-butan- 1 -ol, suivie de la 
protection des deux fonctions amines par des groupements terf-butyloxycarbonyles. 
Aprfes transformation en mesylate, introduction d'un N 3 et reduction, on obtient le 
compost attendu (Levchine et al., 1994). 

rvBuOH *" ^ H 



"NH 2 



(Boc)20 
100% 



Boc 



MsCI, NEt 3 



BocHN' 



1)NaN3 



2)H2/Pd 



BocHN'^ Vs ^ Sfc h 



Enfin, la spermidine 5 iV*,^-diprot£g6e est directement obtenue £ partir de la 
spermidine par traitement avec le tert-butyloxycaibonyloxyimino-2-phenylac^ 
(Boc-on) pendant lh k 0°C (Hesse et al., 1996). 



Boo-on 



BocHN 



x\x\^NHBoc 



2- Oxydation des oligosaccharides 

^oligosaccharide 6 (35 mmol) est mis en solution dans un m61ange ean-m6thanol 
(36 mL, [1:3]), puis est ensuite additionn6 dtoe solution d'iode (17 g) dans le methanol 
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(240 mL) et chaufite k 40°C. Une solution de potasse (16 g) dans le methanol (400 mL) 
est ensuite additionnee et le melange reactionnel agite vigoureusement k 40°C pendant 
35 minutes. A la fin de cette p6riode, on observe la disparition de la coloration et 
rapparition d'un pnfcipite blanc-jaune. Le melange reactionnel est alors refroidi dans un 
bain de glace et la suspension est filtr6e sur biichner, puis rincte au m6thanol froid puis 
k Tether ethylique. Le solide recueilli est repris dans un minimu m d ! eau puis pr6cipite k 
nouveau par addition de methanol. Le solide est ensuite s6ch6, repris dans Teau puis 
lyophilis6, pour donner I'oUgosaccharide oxyd6 sous forme de sel de potassium 7 
(KobayashietaL, 1985). 

Le sel d'acide en solution d'eau (60 mL) est traits par de la r6sine Amberlite IRN 
77 IT (15 g) pendant 30 minutes. La resine est ensuite filtr6e et le filtrat concentre in 
vacuo et coevapor6 plusieurs fois avec successivement du methanol et de rethanol pour 
donner un r6sidu solide qui est repris dans l'eau puis lyophilise pour donner la lactone 
correspondante 8. 

3- Couplage des lactones 8 au derive spermidine prot6g£ 3 

Une suspension de lactone 8 (2,1 mmol) et de derive spermidine 3 (1,5 mmol) 
dans le methanol (50 mL) est port6e an reflux pendant 2 h. Le melange reactionnel est 
ensuite refroidi k temperature ambiante, puis additionn6 de gel de silice (Geduran SI 60 ; 
0,04-0,063 mesh) et concentre in vacuo. Le solide resultant est ensuite d6pose au 
sommet d*une colonne de chromatographic de type Flash) et Implication d'un gradient 
de chlorofonne-methanol (chloroforme 100% k [3:2]) penhet d'isoler le conjugue 
spermidine protege 9, qui aprfes concentration est repris dans l'eau puis lyophilise. 

4- D6protection dn conjugue spermidine 9 

Le conjugu6 spermidine 8 (2 mmol) est traite par de Tacide trifluoroac6tique dans 
Teau (30 mL, [9:1]) pendant 30mn& temperature ambiante. Le melange reactionnel est 
ensuite concentre in vacuo et le solide est repris dans l'eau et lav6 3 fois a l'ac&ate 
d'ethyle. La phase aqueuse est ensuite lyophilisee pour donner le conjugue spermidine 
10. 
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NHR 

RECONNAISSANCE SPERMTOINE/a-AMYLASES DE DIVERSES ORIGINES 
PAR LES METHODES DE MODELISAHON MOLECULAIRE ET DE 
5 BIOINFORMATIQUE 



Disposant des structures 3D d'autres a-amylases d'origines diverses et des 
ensembles de coordonnees atomiques correspondants, ilaete d6cid6 d'etendre Panalyse, 
notamment aux enzymes homologues de mammifferes (homme, pore), compte tenu des 
10 fortes implications potentielles th&apeutiques et phaimacologiques. 
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1) Prolines a-amylases 6tu dices : 

Dans Ie but d'explorer les propria d'inhibition potentielles de la spermidine 
envers d'autres membres de la famille des a-amylases, des 6tudes de simulation 
^'interaction entre la spermidine et des a-amylases de diverses origines ont 6t6 
effectives par la m6thode de mod61isation mol6culaire assistte par ordinateur. Aiosi, on 
a utilis6, pour cette 6tude, 3 structures cristallines d' a-amylases connues et d&enninees 
k haute r&olution par la m6thode de cristallographie de diffraction aux rayons X. Ce 
sont : 

- Ta-amylase de pancreas de pore, rfcsolue k 2.2 A en complexe avec l'acarbose, 
structure d6pos6e dans la Protein Data Bank sous le code d* accession 1PPI 
(QianetaL, 1994), 

- Ta-amylase salivaire humaine, resolue k 1.6 A - Structure deposee dans la 
Protein Data Bank sous le code d'accession 1SMD (Ramasubbu et al., 1996), 

- I'a-amylase pancrfetique humaine, resolue k 1.8 A - Structure d6pos6e dans la 
Protein Data Bank sous le code d'accession 1HNY (Brayer et al, 1995). 

2) Mat&riels et m&hodes : 

Dans le but de r6aliser ces 6tudes d'interaction entre la spermidine et les a- 
amylases suscittes par la methode de mod&isation mol6culaire, on a, dans un premier 
temps, superpose les 3 structures avec celle du complexe AMY1 / spermidine. Cette 
superposition a 6t& efiectuee en superposant les carbones a des 3 residus catalytiques de 
chacune de ces structures, de &9on k feire comcider au mieux les sites actife de ces 4 
structures. 



Nom 


Residus catalytic 


ues 


Amylase d'orge isoenzyme 1 / spermidine 


180 


205 


291 


Amylase de pancreas humain 


197 


233 


300 


Amylase salivaire humaine 


197 


233 


300 


Amylase de pancreas deporc / acarbose 


197 


233 


300 




Nucleophile 


Acide/base 


Acide/base 
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- Dans le site actif de chacune des a-amylases consid&rees, la molecule de 
spermidine a ete modelisee dans sa conformation originelle, en conservant les 
interactions observes pour le complexe AMYl/spermidine. L'ensemble des 
manipulations des structures (superposition et insertion de la spermidine dans le site 
actif) a 6t6 effectue avec le logiciel TURBO-FRODO (Roussel et al., 1991). 

Enfin, pour chacune des ttois structures dans lesquelles avait 6t6 inserfe la 
spermidine, on a effected une sferie de cycles de minimisation d'dnergie. 

Cette minimisation d'energie bas6e sur la m6thode de Powell a 6te conduite grace 
au logiciel CNS version 1.0 (Briinger et al., 1998). 

Cette 6tape a eu pour but de minimiser l'dnergie du syst&me, premiferement, en 
d6plapant les atomes qui pouvaieat etablir de mauvais contacts entre eux (notamment les 
molecules d'eau qui n'avaient pas 6te deplac6es lors de l'insertion de la spermidine dans 
le site actif), mais aussi de positionner les atomes de &9on k maximiser les interactions 
par liaison hydrog&ne entre eux et aller done vers un modele de structure le plus stable 
energ£tiquement 

Enfin, Fexamen des modeles de structure obtenus a 6t6 effectuS avec le logiciel 
TURBO-FRODO. 

3) Resultats : 

Les modeles calcules de complexes potentiels entre les. 3 a-amylases suscit6es 
montrent : 

- dans un premier temps, aucun des modules ne r6v£le de mauvais contacts aprfcs 
fixation d'une molteule de spermidine dans leurs sites actife respectife. De fait chaque 
acide amin6, chaque molecule d'eau, mais aussi la spermidine inseree se sont 
accommodes au mieux au sein du site actif dans le processus de minimisation d'energie. 

- de plus dans un second temps, on peut constaier dans les modules la formation 
de nombreuses liaisons hydrogene permettant de lier et stabiliser la spermidine dans le 
site actif des trois a-amylases 6tudi6es. Les interactions directes pour ces trois modules 
sont r6sum6es dans les tableaux ci-apres (la numdrotation des atomes de la spermidine 
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ot>6it au schema pr6sent6 plus haul). II est important de noter que sont presentees ici 
seulement les interactions de premier niveau. Chaque molecule d'eau mentionnee 
pr&ente au moins deux liaisons hydrog&ne la stabilisant Aucune mol6cule d'eau cit6e 
n'est isolte (voir Figures 4, 5 et 6). 



Tableau des interactions entre ta spermidine et Poc-amylase de pancreas de pore 



Atomes de la spermidine R&ridus ou eau Distance (A) 



Nl Lys200NC 3.4 

Nl TyrlSlOH 3.7 

N6 * Glu233 0s2 3.5 

N6 Wat 610 3.7 

N10 Asp 197 081 2.8 

N10 Asp 197 082 3.6 



Tableau des interactions entre la spermidine et Pa-amylase sa livaire humaine 
Atomes de la spermidine R&idusoueau Distance (A) 



Nl 


Lys200N£ 


2.8 


Nl 


Wat 667 


3.8 


N6 


Wat 646 


2.5 


N6 


Wat 586 


3.7 


N10 


Asp 197 051 


3.6 


N10 


Asp 197 052 


3.7 


N10 


Glu233 0sl 


3.8 


N10 


Wat 563 


2.4 


N10 


Wat 578 


2.3 


N10 


Wat 586 


3.7 


N10 


Wat 604 


2.7 
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Tableau des interactions entre la spermidine et Fa- 


-amylase pancreatiqne humaine 


Atomes de la spermidine 




Distance ( 


INI 


Lys 200 N£ 




IN L 


Wat 827 


Z. / 


JNO 


Glu 233 Oe2 


J./ 


JNO 


Wat 738 




N10 


Asp 197 081 




N10 


Aon TQ7 


3.6 


N10 


Glu 233 Oel 


3.1 


N10 


Wat 509 


2.4 


N10 


Wat 594 


3.8 


N10 


Wat 730 


2.8 


N10 


Wat 738 


2.9 



4) Discussion et conclusion : 



Aucun des trois modules de ron^lexe amylase-spennidine ne r6v£le de mauvais 
contacts entre la molecule de spermidine et les enzymes respectives. Ainsi, dans la 
r6gion active de Fenzyme et au corns du processus de minimisation d'6nergie, chaque 
r6sidu d'acide amine, chaque molecule d'eau mais aussi la spermidine inser6e se 
positionnent en respectant une st6r6ochimie optimale pour assurer une inhibition 
adequate du systfcme. Le nombre de liaisons hydrogene directes entre la spermidine et 
un r6sidu ou une molecule d'eau est donne dans le tableau spivant pour le complexe 
experimental AMY1 / spennidine et pour les 3 modules calculus : a-amylase de 
pancreas de pore / spermidine, a-amylase salivaire humaine / spennidine et a-amylase 
pancreatique humaine / spermidine. 

Liaisons hydrogfene direct^ ayef un rSsidu unemoteenle d'eau 

AMYl/spennidine 5 4 

a-amylase pancreas porc/spermidine 5 1 

a-amylase salivaire humVspemridine 4 7 

a-amylase pancreas humyspennidine 5 6 
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On constate ainsi que la spermidine est capable, d'apr&s ces modules, de realiser 4 
ou 5 liaisons hydrogfene directes avec un rfetidu des a-amylases 6tudiees et de faire 1, 6 
ou 7 liaisons hydrogene avec des molecules d'eau pr&entes dans le site actif, elles- 
5 mSmes stabilisees par d'autres liaisons hydrog&ne. 

D'apres cette 6tude, on voit par exemple que le complexe a-amylase de pancreas 
de pore / spermidine est stabilis6 par un total de 6 liaisons H contre 1 1 pour les modules 
a-amylase salivaire humaine / spermidine et a-amylase de pancreas humain / 
spermidine ou 9 pour la structure experimentale AMY1 / spermidine. 

10 Ainsi, ces modules montrent la parfaite adequation entre la spermidine et les sites 

actifs de plusieurs a-amylases. II est tout aussi important que les deux modules les plus 
favorables en terme d' interaction site actif / spermidine par liaisons hydrog&ne sont ceux 
des a-amylases humaines de salive et de pancreas. Ces observations confortent le fait 
que la spermidine ou ses d6riv£s polyaminiques sont des mol6cules de choix pour la 

15 conception d'inbibiteurs a vis6e therapeutique humaine contre le diabete et d'autres 
desordres metaboliques comme l'ob&ite. 

MODES D'EVHIBITION COMPARES DES MOLECULES SPERMIDINE ET 
ACARBOSE (GLUCOR®) 

20 

L'acaibose, un pseudo-t6trasaccharide (un medicament anti-diab&te (GLUCOR® 
de Bayer) sur le march6), se lie aux amylases pour bloquer le site actif, comme il a 6t6 
montre avec diff&entes amylases d'origines diverses, et notamment 1' enzyme porcine. 
La Figure 8 montre une molecule d'acarbose tronqu6e k rextremit6 r6ductrice (k droite 
25 de la figure), aprfes coupure de Funit6 glucose terminale. 

De meme, la structure du complexe entre P isoenzyme 2 de Ta-amylase d'orge et 
Pacarbose a 6te rdsolue a Pechelle atomique dans notre laboratoire (Kadziola et aL, 
1998). De plus, la structure du complexe entre Pisoenzyme 1 de Fa-amylase d'orge et 
30 Facarbose a 6t6 trfes rScemment resolue k une resolution de 2.1 A par la m6thode de 
cristallographie de diffraction des rayons X. 
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La superposition des structures 3D du complexe entre l'isoenzyme 2 de l'ct- 
amylase d'orge / acarbose et du complexe isoenzyme 1 de 1'a-amylase d'oige / 
spermidine au niveau du site actif a permis de montrer la remarquable superposition de 
3 cycles du pseudo-t6trasaccharide inhibiteur acarbose et de la spermidine (voir Figure 
7). Ce r6sultat a &6 confirm6 par la determination du complexe isoenzyme 1 de Pa- 
amylase d'orge / acarbose. Cette grande analogie structural entre ces molecules 
inhibitrices est 6galement observ£e dans leurs complexes avec des enzymes homologues 
de mammiffcres. 

L' analogie observ6e ci-dessus entre les parcours tridimensionnels de la spermidine 
et de Tacarbose au contact du m&ne enzyme est tout k fait remarquable. De fait, ce 
mimetisme structural est assur6 par des molecules radicalement differentes en tennes de 
nature, composition chimique et propriet6s g6n6rales. EUes exercent toutes deux une 
action d'inhibition des a-amylases, et trfcs probablement d'autres glycosidases, compte 
tenu des similitudes des sites actife de ces differentes hydrolases. Ces r6sultats 
renforcent encore la possibility de concevoir des deriv6s de polyamines, comme les 
glycopolyamines proposes ci-dessus, pour la mise au point d' agents therapeutiques et 
phannacologiques efficaces dans le traitement de d&ordres m&aboliques li6s k 
Pabsorption de sucres et/ou aux perturbations de sa regulation (diabfcte, ob£sit£, 
hyperglyc&nie..). 
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REVINDICATIONS 

5 

1. Utilisation d'un d6riv6 de polyamine ou d*une polyamine pour inhiber le site 
actif des enzymes glycosidases intervenant dans la transformation de polysaccharides en 
sucres, notamment en glucose, dans un organisme vivant. 

10 

2. Utilisation d'un derive de polyamine ou d*une polyamine pour la preparation 
d*un medicament destin6 au diagnostic, a la prevention ou au traitement de pathologies 
impliquant des d6sordres m&aboliques Ii6s aux glycosidases, et plus particuli&rement 
une d6r6gulation de l'absoiption intestinale de glucose, telles que le diabfcte non-insulino 

15 dependant, l'obesit£, lTiyperglyc&nie, ou Miyperlipid&nie. 

3. Utilisation selon la revendication 1 a 2 de polyamines, comprenant au moins 
2 charges positives, notamment au moins 3 fonctions amines, et le cas 6ch£ant au moins 
1 fonction osidique (ou saccharidique) lin6aire ou ramifife, lesdites charges positives, 

20 notamment lesdites fonctions amines, 6tant espac6es par des chaines carbon6es dont la 
longueur d'environ 2 atomes de carbone a environ 8 atomes de carbone, notamment 
d'environ 3 atomes de carbone k environ 5 atomes de carbone. 

4. Complexe entre une polyamine et une enzyme glycosidase, notamment 
25 gjycosyl hydrolase et phis particnli&rement a-amylase, pr6sente dans tous les 

organismes vivants et responsable des reactions de transformation et d'hydrolyse 
d'oligosaccharides et de polysaccharides en molecules osidiques plus simples comme 
le maltose et le glucose, dans lequel la polyamine est fix6e au niveau du site actif de 
T enzyme, notamment par des liaisons hydrogdne mettant en jeu les charges positives 
30 de la polyamine, correspondant k ses fonctions amines, et les fonctions carboxyliques 
de chaines latgrales d'acides amines de la susdite enzyme, le nombre de liaisons 
hydrogfcne 6tant avantageusement d'au moins 4. 
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5. Complexe selon la revendication 4, dans lequel au moins deux des sous- 
sites ctu site actif de l'enzyme sont impliqu6s dans la liaison avec la susdite 
polyamine. 

6. Complexe selon Pune quelconque des revendications 4 ou 5, dans lequel 
l'enzyme est Pa-amylase, notamment Pa-amylase d'orge (AMY 1) et les quatre acides 
amines suivants de Penzyme : Glix (205), Trp (207), Asn (209), Asp (180) sont 
impliques dans la liaison avec la polyamine. . 

7. Complexe selon Pune des revendications 4 & 6, notamment entre Pa-amylase 
et la spermidine comportant Pune au moins des interactions suivantes, et notamment 
l'ensemble des interactions suivantes, qui sont des liaisons de type hydrog&ne et qui 
peuvent etre d6finies comme indiqu6 ci-aprfes : 

Atomes de la Spermidine : R6sidus d'AMYl ou eau : Distan ce (A) : 

NumSro de l'atome d'azote 



Nl W207Nsl 3.7 

Nl N209 081 3.4 

Nl Wat 1250 3.1 

N6 E205Oe2 3.7 

N10 D180O81 2.7 

N10 D180O82 3.7 

N10 Wat 1087 2.8 

N10 Wat 1102 2.9 

N10 Wat 1259 2.8 



8. Complexe selon Tune des revendications 4 & 6, dans lequel la polyamine 
est une chaine d* environ 6 k environ 20 atomes, notamment comportant d'environ 6 k 
15, et avantageusement d'environ 6 a 10 atomes d'azote, avantageusement deux 
fonctions amines primaires, respectivement k cfaacune des extr6mit6s de la polyamine, 
Tune au moins des fonctions amines 6tant 6ventuellement substitu6e par un substituant 
choisi panni, les polysaccharides lin&rires ou cycliques poss6dant, d'environ 1 k 
environ 6 unites osidiques avantageusement le glucose, le maltose, ou la 
cyclodextrine, et Tun au moins des atomes d'azote k I'intfrieur de la chaine 6tant 
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6ventuellemenl substitu6 par un substituant choisi parmi les oligosaccharides, lin6aires 
on cycliques, de 1 k 6, notamment 1 a 3 unites osidiques, notamment le glucose, le 
maltose ou la cyclodextrine. 

5 9. Complexe selon Tune des revendications 4 k 8, selon lequel 

- 1 1 enzyme est l'a-amylase et 

- la polyamine est. choisie parmi la spermidine et ses d6riv6s, ladite polyamine 
r£pondant k Tune des formules g6n6rales suivantes : 





X=CH 2 ,CO 

Rx = H, ( CHR 3 )y-[NH- ( CHR 3 )J r NHR4 

R 2 =( CHR 3 )y-[NH- ( CHR 3 )J r NHR4 

R 3 =H, alkyl, aryl^alkenyl, co-carboxyaiyl 

R4=H*alkyl,acyl 

y,z = 3,4 

1=1,2,3 

m,n =0-8 



WO 01/47528 



34 



PCT7FR00/03600 



. ou r6pondant, de manidre avantageuse, k cette formule g&ifrale : 
NH 2 <CEI 2 ) m -NH-(CH 2 ) n -NH--R 

dans laquelle metn sont compris entre 2 et 8, et dans laquelle le groupe R est 
soit H, soit un groupe glucose, soit un groupe maltooligosaccharide, soit un 
groupement aryl comprenant avantageusement 6 atonies de carbone, soit un 
groupement alkyl comprenant avantageusement 6 atomes de carbone, 

ou avantageusement aux formules suivantes : 



NH* (GH^NH (CH^NHa 
NH 2 ((^ 4 NH(CH 2 ) 4 NH 2 
NH, (CB^) 4 NCCHa) (CH^ NH, 
NH 2 (Ciy 4 NH CH^CHC^) CI^NB, 
NH^Oft^NH (CH^ CH(CH 3 ) NHj 
NH^CH^ CH(CH 3 ) NH MI* 



BocHN 




NHBoc 



BocHN 




N 



NH 2 



H 2 N 



BocHN 




N 



NH 2 



BocHN 




N 



Boc 



NHCOCR 



H 
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10 



BocHN 



BocHN 



BocHN 




C0 2 H 



NHBoc 



NHBoc 



15 



Bn = benzyle 

Boc = butyloxycarbonyl, 

la longueur des chaines alkyle entre les atomes d 1 azote pouvant varier d' environ 
20 2 k environ 8 carbones, et notamment d f environ 3 k environ S carbones, les chaines 
alkyle pouvant egalement Stre substitutes par des groupements chimiques comprenant 
pr6f6rentieUement une fbnction aminee ou d6riv6e, les chaines alkyle pouvant 
6galement comporter des atomes d' azote autres que ceux repjj6sent6s sur les fbrmules 
ci-dessus. 

25 

10. Complexe selon Tune des revendications 4 k 9, ayant les caract&istiques 
cristallographiques suivantes : 

- param&res cristallins de la maille el6mentaire : a = 42,6 A 

b- 80,6 A 

30 c = 137,0 A 

a = p =7= 90,0° 

- systfeme cristallin orthorhombique 
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- groupe d'espace 

- nombre de molecules d'enzyme par maille cristalline de la maille 
elementaire = 4 

11. Polyamine susceptible d'entrer dans la constitution du complexe selon rune 
quelconque des revendications 4 k 9, et notamment constitute par une chaine d'environ 
6 a environ 20 atomes, notamment comportant d'environ 6 k environ 15, et 
avantageusement d f environ 6 k environ 10 atomes d'azote, avantageusement deux 
fonctions amines primaires, respectivement k chacune des extr6mit6s de la polyamine, 
Tune au moins des fonctions amines &ant 6ventuellement substitute par un substituant 
choisi panni, les polysaccharides lin6aires ou cycliques possedant d'enviion 1 k environ 
6 unit&s osidiques avantageusement le glucose, le maltose, ou la cyclodextrine et Pun au 
moiris des atomes d'azote k Tint&ieur de la chaine <§tant eventuellement substitu6 par un 
substituant choisi parmi les oligosaccharides lin6aires ou cycliques de 1 k 6 unit&, 
notamment de 1 a 3 unit& osidiques, notamment le glucose, le maltose ou la 
cyclodextrine sous reserve que la polyamine soit differente des produits suivants : 

- la spermidine 

- la spermine 



BocHN. 




NHBoc 





g-N-S^ 1 
H NHR, 



X=CH 2 ,CO 

Rl=H, (CBR 3 ) y rP®-(CHR 3 )J r NHR4 

R 2 =( CHR 3 V{NH- ( CHR 3 ^NHR* 

R 3 =H, alkyl, aiyl^ilkenyl, co-caiboxyalkyl 

R4=H^Ik3d,acyl 

y, z = 3,4. 

1=1,2,3 

m,n =0 -8 
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on r6pondant, de maniere avantageuse, k cette formule g6nerale : 

dans laquelle metn sont compris entre 2 et 8, et dans laquelle le groupe R est 
soit H, soil un groupe glucose, soit un groupe maltooHgosaccharide, soit un 
groupement aryl comprenant avantageusement 6 atomes de carbone, soit un 
groupement alkyl comprenant avantageusement 6 atomes de carbone, 

ou k Tune des formules suivantes : 
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BocHN 




NHBoc 



Bn = benzyle 

Boc = butyloxycarbonyl, 

la longueur des chaines alkyle entre les atomes d'azote pouvant varier d'environ 3 
a environ 5 atomes de carbone, les chaines alkyle pouvant 6galement §tre substitutes par 
des groupements chimiques comprenant pr6ferentiellement une fonction atninee ou 
dfrivee, les chaines alkyle pouvant 6galement comporter des atomes d'azote autres que 
ceux repr6sentes sur les formules ci-dessus. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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.FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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FIGURE 8 



